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(57) Abstract: The invention relates to a method for detecting at least one parameter representative of molecular probes fixed to 
active zones (3) of a sensor, characterised in that said sensor comprises a network of field-effect transistors (Tl, T2...) each of which 
has a source region (S), a drain region (D) and a gate region which form an active zone (3) on which said representative parameter 
may be detected, comprising the following steps: a) bringing some of said zones (3) into contact with molecular probes in order to 
fix the above, b) bathing at least those zones which have been brought into contact with a molecular probe in an electrolyte solution 
(6) and c) measurement of at least one point on the current curve for the drain voltage, the gate-source voltage and the source-drain 
for at least two transistors of a first group, corresponding to zones (3), brought into contact with a molecular probe in order to infer 
at least one said parameter by comparison of at least two of said measurements obtained for two different zones (3). 

(57) Abreg6 : L' invention concerne un procede" de detection d'au moins un parametre reprSsentatif de molecules sondes fixees sur 
des zones actives (3) d'un capteur. II est caracterise" en ce que ledit capteur est constitue* par un reseau de transistors a effet de champ 
(Tl, T2...) dont chacun pnSsente une region de source (S), une region de drain (D), ainsi qu*une region de porte qui constitue une dite 
zone active (3) sur laquelle ledit parametre repnSsentatif doit etre dStecte et en ce qu'il comporte les Stapes suivantes :a) mettre en 
contact certaines desdites zones (3) avec des molecules sondes pour realiser leur fixation,b) baigner dans une solution d'electrolyte 
(6) au moins ces 
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zones qui ont 6t6 mises en contact avec des molecules sondes,c) mesurer au moins un point de la caracteristique courant de drain/ten- 
sion source-porte/tension source-drain d'au moins deux des transistors d'un premier groupe correspondant a des zones (3) mises en 
contact avec des molecules sondes pour en d£duire au moins un dit parametre representatif par comparaison entre au moins deux 
dites mesures obtenues pour deux differentes zones (3). 
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DETECTION DE MOLECULES SONDES FIXEES SDR UNE ZONE ACTIVE D'DN CAPTEUR 

5 La presente invention a pour objet un precede de detection 

d'au moins un parametre representatif de molecules sondes fixees sur des 
zones d'un capteur. 

On connaTt deja un precede de detection de I'hybridation de 
sequences d'ADN a I'aide d'un transistor a effet de champ, tel qu'il a ete 

10 decrit dans I'article de E. SOUTEYRAND et collaborateurs intitule « Direct 
Detection of the hybridization of synthetic Homo-Oligomer DNA Sequences by 
Field Effect » paru en 1997 dans le J. Phys. Chem. B1997, 101, pages 2980 
a 2985. Un transistor de type ISFET (« Ion-Sensitive - Field Effect 
Transistor ») utilisable dans ce type d'application a ete decrit dans I'article de 

15 Piet BERGVELD « Development, Operation and Application of the ISFET as a 
Tool for Electrophysiology paru dans IEEE Transactions on Biomedical 
Engineering volume BME-19 - n° 5 Sept 1972 pages 342 a 351. Des 
indications sur la fabrication de telles structures de transistors peuvent etre 
trouvees dans I'article de V. KIESSLING et collaborateurs, intitule 

20 « Extracellular Resistance in Cell Adhesion Measured with a Transistor 
Probe » paru dans Langmuir 2000 16, pages 3517 - 3521 . Enfin un mode de 
preparation des surfaces a ete decrite dans I'article de A. KUMAR et 
collaborateurs, intitule « Silanized nucleid acids : a general platform for DNA 
immobilization » paru dans Nucleid Acid Research 2000, volume 28, n° 14, 

25 pages i a vi. 

Deux precedes de fixation des molecules sondes sur la 
surface sont notamment utilisables dans le cadre de la presente invention. Le 
premier consiste en une synthese directe sur solide, telle que decrite par 
exemple dans I'article de S.P.A. Fodor et Collaborateurs intitule « Light- 

30 directed, spatially adressable parallel chemical synthesis » paru dans Science 
251, pages 767 a 773 (1991). Le deuxieme est la fixation des molecules a 
partir d'une dilution. 

Dans le cas des capteurs comportant une pluralite de zones 
actives, par exemple les puces a ADN, ou les puces a proteines, il n'existe 

35 pas actuellement de technique disponible permettant de controler facilement 
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et de maniere relativement rapide sur quelies zones des molecules sondes 
ont ete fixees effectivement. 

La presente invention a ainsi pour but un precede de 
detection d'au moins un parametre representatif de molecules sondes fix§es 

5 sur au moins une zone d'un capteur, notamment en vue de controler le depot 
et la fixation locales des molecules sondes, pour permettre en particulier de 
remedier au moins partiellement aux problemes que posent les variations 
experimental importantes qui sont frequemment rencontrees en pratique. 

La presente invention concerne ainsi un procede de detection 

10 d'au moins un parametre representatif de molecules sondes fixees sur au 
moins une zone active d'un capteur, caracterise en ce que ledit capteur est 
constitue par un reseau de transistors a effet de champ dont chacun presente 
une region de source, une region de drain, et une region de porte qui 
constitue une dite zone active sur laquelle ledit parametre representatif des 

15 molecules sondes doit etre detecte et en ce qu'il comporte les etapes 
suivantes : 

a) mettre en contact certaines desdites zones avec des 
molecules sondes pour realiser leur fixation, 

b) baigner dans une solution d'electrolyte au moins ces zones 
20 qui ont ete mises en contact avec des molecules sondes, 

c) mesurer au moins un point de la caracteristique courant de 
drain/tension source-porte / tension source-drain d'au moins deux des 
transistors d'un premier groupe correspondant a des zones mises en contact 
avec des molecules sondes, par exemple en appliquant a ces transistors du 

25 premier groupe dont le drain et la source ont et6 polarises, une tension 
donnee par exemple constante entre la porte et la source ou bien un courant 
de drain donne par exemple constant, pour en deduire au moins un dit 
parametre representatif par comparaison entre au moins deux des mesures 
obtenues pour deux differentes zones. Ladite comparaison est 

30 preferentiellement realisSe a I'aide d'une mesure differentielle. Le parametre 
representatif peut etre une detection de la fixation de molecules sondes. 

Entre les etapes a et b, il peut etre prevu un ringage. 
Selon un mode particulier de mise en ceuvre, le procede est 
caracterise en ce qu'il comporte apres a) et avant b) les etapes suivantes : 

35 a1) ringage 
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a2) ajout d'une solution contenant des molecules cibles 
susceptibles d'interagir specifiquement avec les molecules sondes, par 
exemple de s'hybrider avec celles-ci dans le cas ou les molecules sondes 
sont de I'ADN, eventuellement suivi d'un ringage. 

5 Selon un autre mode particulier de mise en oeuvre, le procede 

est caracterise en ce qu'il comporte apres c, les etapes suivantes : 

d) ajout d'une solution d'electrolyte contenant des molecules 
cibles susceptible d'interagir specifiquement avec les molecules sondes, par 
exemple de s'hybrider dans le cas ou les molecules sondes sont de I'ADN. 

10 e) mesurer au moins un point de la caracteristique courant de 

drain/tension source-porte / tension source-drain d'au moins deux des 
transistors d'un deuxieme groupe correspondant a des zones mises en 
contact avec des molecules sondes et avec des molecules cibles, par 
exemple en appliquant une tension par exemple constante entre la porte et la 

15 source de ces transistors du deuxieme groupe dont le drain et la source ont 
ete polarises ou un courant donne par exemple constant a la source de ces 
transistors du deuxieme groupe, pour obtenir par comparaison au moins un 
dit parametre representatif. 

Le procede peut mettre en ceuvre une pluralite de dites 

20 mesures d'au moins un point de la caracteristique, qui sont espacees au 
cours du temps. Ceci permet une mesure doublement comparative, dans 
I'espace et dans le temps. 

Selon une premiere variante, la comparaison, notamment par 
mesure differentielle, est realisee entre au moins deux transistors 

25 correspondant a des zones qui sont baignees par une solution d'electrolyte, 
apres avoir ete mises en contact avec des molecules sondes. 

Selon une deuxieme variante preferee, cette comparaison, 
notamment par mesure differentielle, est realisee entre au moins un transistor 
correspondant a une zone qui est baignee par une dite solution d'electrolyte 

30 apres avoir ete mise en contact avec des molecules sondes et au moins un 
transistor correspondant a une zone qui est baignee par ladite solution 
d'electrolyte sans avoir ete prealablement mise en contact avec des 
molecules sondes. 

Les molecules sondes sont par exemple des molecules 

35 d'ADN, d'ARN ou de proteines. 
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Le procede selon Pinvention est compatible avec une 
detection classique d'interaction moleculaire par fluorescence. 

D'autres caracteristiques et avantages de Pinvention 
apparaTtront mieux a la lecture de la description ci-apres, en liaison avec les 
5 dessins annexes dans lesquels : 

- la figure 1 represente deux transistors a effet de champ 
d'une puce de detection comprenant une pluralite de tels transistors 
organises suivant un reseau mono ou bidimensionnel de transistors ; 

- la figure 2 represente en vue de dessus un detail d'une puce 
10 de detection et Pagencement des zones actives correspondant chacune a un 

transistor a effet de champ ; 

- la figure 3 illustre les connexions electriques de drain des 
transmissions du reseau mono ou bidimensionnel, la figure 4 representant la 
resistance des differentes connexions electriques de drain, la courbe A 

15 representant les valeurs calculees et la courbe B les valeurs mesurees, Pecart 
entre les courbes etant du pour Pessentiel a la resistance de canal qui est 
constante. 

- la figure 5 represente un dispositif de depose de la solution 
sur des zones actives selectionnees ; 

20 - la figure 6 illustre la detection de presence d'ADN silanise et 

de poly-L-lysine avec U SG et U SD constants, par variation du courant de drain 

- la figure 7 illustre la detection de presence d'ADN silanise et 
de poly-L-lysine avec l SD et U SD constants, par detection de la variation de la 

. 25 tension U SG ; 

- les figures 8A a 8C represented les resultats d'experiences 
realisees dans differentes conditions experimentales ; 

- les figures 9A a 9D montrent une detection electronique 

d'ADN ; 

30 - et les figures 10A et 10B illustrent la mise en oeuvre de 

canaux microfluidiques. 

Les figures 1 a 3 illustrent un capteur presentant un reseau 

de transistors a effet de champ sur un substrat en silicium. Un transistor T, ou 

T 2 represente en coupe a la figure 1 est pourvu d'une region de source S et 
35 d'une region de drain D qui presentent chacune un contact electrique et qui 

sont surmontees d'une couche isolante respectivement 1 et 2, par exemple 
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un oxyde thermique de Si0 2 . La region active 3 entre la source S et le drain D 
forme la region de porte G du transistor et presente une couche isolante 4 
d'epaisseur reduite, par exemple une couche de Si0 2 thermique. II est 
egalement possible de ne pas disposer d'oxyde sur cette region active. La 
surface active est alors delimitee par une portion 4' du substrat qui est mise 
a nu. 

Des molecules sondes, par exemple des molecules d'ADN 
simple brin, sont fixees par un precede connu sur au moins certaines des 
surfaces actives 4 ou 4". Pour I'ADN, on utilise de preference des transistors a 
effet de champ a canal n a appauvrissement (pour lesquels les porteurs de 
charge sont les electrons, plus mobiles d'ou une augmentation de la 
sensibilite) avec une polarisation de porte negative (c'est-a-dire que 
I'electrolyte est polarise negativement par rapport au semi-conducteur), I'ADN 
se chargeant negativement (pour un electrolyte de pH neutre). 

L'application d'une tension source-drain U SD entre la source S 
et le drain D (U SD1 pour T 1f et U SD2 pour T 2 ) et d'une tension porte-source Uss 
entre I'electrolyte 6 et la source S (par exemple par une electrode E unique 
Ag/AgCI) induit un gaz bidimensionnel de porteurs de charges a I'interface 
Si/Si0 2 , ou a I'interface Si/electrolyte de chaque transistor. II en resulte un 
courant de drain l D qui, pour chaque transistor, depend de facon sensible de 
la charge a I'interface Sio^electrolyte ou Si/electrolyte. On appelle surface 
active cette interface qui fait face au canal entre la source S et le drain D. 

Le courant l D depend de la fixation des molecules sondes, par 
exemple des molecules d'ADN sur la surface active 4 ou 4'. 

Comme le montrent les figures 2 et 3, n structures de type 
transistor a effet de champ sont integrees dans un substrat de silicium 
recouvert d'un isolant (SiO z ou autre) et pourvu de connexions appropriees 
(metallisation ou de preference regions conductrices dopees) par les prises 
de contact electrique de source 10 et de drain (D^ ... D n ). A la difference 
d'une structure de transistor MOS standard, il n'y a pas d'electrode metallique 
de porte. Ceci correspond a la structure de type « ISFET » (« Ion Sensitive 
Field Effect Transistor »). On utilise de preference un substrat de type SOI 
(silicium sur isolant) qui procure une sensibilite plus elevee. 

Les differentes structures sont a faible distance laterale I'une 
de I'autre et leurs surfaces actives sont en contact avec la meme solution de 
mesure. Une dimension laterale typique dans la micro-electronique actuelle 
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est inferieure au jxm. Dans la technologie des puces a ADN telle que mise en 
oeuvre dans la presente invention, la dimension laterale est de 5-10 urn pour 
une synthese directe sur le solide et de 50-100 jam dans le cas d'une fixation 
des molecules a partir d'une dilution. 

5 Dans la presente configuration de mesure parallele, plusieurs 

plots avec differents types de molecules sondes immobilisees sont en contact 
avec la meme solution de mesure et au moins une structure de transistor se 
situe en dessous de chaque plot. La mise en oeuvre de plusieurs transistors 
par plot est possible au vu des dimensions mentionnees ci-dessus et permet 

10 une redondance dans la detection. 

Une electrode E (Ag/AgCI, par exemple), est utilisee pour 
fixer le potentiel de la solution de mesure 6 (electrolyte) par rapport a la 
structure en silicium qu'elle recouvre et pour fixer le point de travail des 
capteurs (transistors). Le potentiel de Pelectrolyte 6 peut dans certains cas 

15 etre egal a zero. La solution de mesure 6 qui baigne les capteurs contient des 
ions a une concentration qui donne une conductivity suffisante et qui ne 
donne pas lieu a un ecrantage trap important au niveau des surfaces actives. 
Son pH est de preference neutre. 

Le procede de detection des reconnaissances moleculaires 

20 est base sur une approche par comparaison, notamment differentielle. La 
mesure est realisee en utilisant plusieurs structures de transistor en parallele. 
La mesure peut etre differentielle par rapport aux differents types de 
molecules greffees et inclure eventuellement plusieurs transistors par type de 
molecule. II est egalement possible de comparer des signaux avant/apres la 

25 reaction qui revele la reconnaissance moleculaire (et/ou revolution pendant 
cette reaction). 

Le procede selon Tinvention permet de contourner les 
difficultes associees a la sensibilite d'un capteur individuel au pH et a la force 
ionique et celles associees a une variability d'un transistor individuel a Tautre 
30 (ceci inclut la structure de transistor et la qualite de la fixation des sondes). 

Un procede selon un mode de realisation prefere met en 
oeuvre les etapes suivantes : 

a) traitements homogenes de toute la surface isolante pour 
preparer la fixation des molecules sondes ; 
35 b) greffage local de differents types de molecules sondes 

sur au moins certaines des surfaces actives individuelles ; 
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c) ringages homogenes ; 

d) mesure electronique: ajouter I'electrolyte de mesure, 
plonger I'electrode et mesurer les transistors (par exemple un ou plusieurs 
points de la caracteristique l D en fonction de U SD et de U SG ) f et comparer les 

5 resultats obtenus selon les transistors ; 

e) ringages homogenes ; 

f) et eventuellement ajout de la solution de molecules 
cibles en presence d'electrolyte et reaction de reconnaissance ; 

g) ringages homogenes ; 

10 h) mesure electronique, comme (d). 

En cas de mise en oeuvre des etapes f a h, il est possible 
d'omettre c et d, c'est-a-dire de ne faire qu'une mesure electronique. 

Certains transistors qui n'ont pas ete mis en presence de 
molecules sondes (ou bien un seul transistor) peuvent servir de temoins. On 
15 mesure leurs caracteristiques apres ajout de I'electrolyte de mesure qui par 
exemple, baigne I'ensemble des transistors. 

Le greffage des molecules sondes est realise par depot de 
micro-gouttelettes de diametre environ 100 |i sur les surfaces actives des 
transistors & I'aide de micro-plumes metalliques qui sont disponibles 
20 commercialement. 

Comme le montre la figure 3, le reseau de n transistors (par 
exemple n = 96 transistors) presente n connexions de drain D 1f D 2 ... D n et 2 
connexions (non representees) equivalentes a la source commune. Les 
resistances serie R c associees a ces connexions ont des valeurs qui 
25 dependent de Tindex 1 ...n du drain. 

Les valeurs de ces resistances R c , realisees par exemple par 
dopage du silicium, ne sont pas negligeables. 

A cet effet les resistances Rc de connexion de drain sont 
calculees a partir des longueurs et des sections geometriques des lignes 
30 dopees dont on connait la resistivite. Le calcul est compare a une mesure de 
la resistance en fonction de I'index du drain en appliquant une tension 
continue (par exemple U SD = 0,1V et U SG = 2V). Ceci permet d'obtenir une 
courbe de compensation donnee a titre d'exemple a la figure 4. 

Une installation telle que celle representee a la figure 5 peut 
35 etre utilisee pour la mise en oeuvre du procede : sur une table 10, est 
disposee une platine 12 incorporant un dispositif de commande a micro- 
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controleur pour une table 1 1 assurant un emplacement selon trois directions 
perpendiculaires X, Y, Z. Une puce 15 incorporant le reseau de n transistors 
est disposee sur un support 14. Une autre platine 20 comportant une table 21 
assurant un deplacement selon les trois directions X, Y, et Z est mise en 

5 ceuvre pour deplacer un bras 22 portant une micro-plume ou une pipette 23 
pour assurer le depot des micro-gouttelettes sur au moins certains des n 
transistors. Un objectif 17 et/ou une camera couplee a un ecran 19 permettent 
d'observer le depot des micro-gouttelettes et de contr6ler les operations. 

On effectue des mesures de courant de drain l D avec par 

10 exemple U SG = 1V et U SD = 0,9V et un electrolyte de pH neutre depose qui est 
constitue de KCI a une teneur de 0,1 millimole par litre. Les transistors (canal 
p a accumulation) ayant leurs sources interconnectees, la tension de source 
ou la tension de porte peut servir de reference de tension (par exemple la 
tension de masse). 

15 Une mise en ceuvre du precede sera maintenant decrite en 

liaison avec la figure 6. 

Avant ces mesures, on effectue un traitement global de la 
surface de la structure Si/Si0 2 par incubation 1-2 minutes dans de I'acide 
sulfochromique et rincage sous un courant d'eau d&onisee puis incubation 3 

20 a 5 minutes dans une solution de NaOH (60 jal NaOH 16N, 420^1 d'ethanol et 
220 |al d'eau), et enfin rincage sous un courant d'eau deionisee. 

La difference entre deux mesures effectuees avant depot 
local mais avant et apres un ringage a I'eau est presentee en petits carres a la 
figure 6. Les croix represented la difference entre une mesure effectuee 

25 apres depot local de deux solutions differentes et une mesure faite avant le 
depot (la mesure faite avant le ringage a I'eau). 

Avec une pointe commerciale 23 (Telechem SMP3B) montee 
sur le dispositif 22 presente a la figure 5, on depose une solution 1 sur les 
transistors 5-7 (avec un contact entre pointe et surface), les transistors 19-21 

30 et les transistors 33-37 et une solution 2 sur les transistors 66-69, les 
transistors 76-79, et les transistors 87-89. 

Solution 1 : 0,5 fj.l oligonucleotide 20 mer modifiee thiol en 5' 
a 1 nmol/|4.l, 9 jil sodium acetate 30 mM a pH 4,3, 0,5 jjJ mercaptosilane 5mM 
dans sodium acetate, que I'on laisse reagir une heure a temperature 

35 ambiante, avant le depot. 
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Solution 2: Poly-L-lysine (0,01% poids/volume «w/v» final 
(P8920, Sigma)) dans un tampon PBS 0,1X a pH 7. 

Apres les depots locaux, I'echantillon est seche 15 minutes en 
atmosphere humide et ensuite 5 minutes a 50°C. 
5 La poly-L-Iysine est positive dans I'electrolyte de mesure (pH 

neutre) a cause des groupements amines ionises. La diminution du courant 
observe sur les depots de poly-L-lysine est compatible avec ['adsorption 
d'une charge positive sur la surface. 

Pour la solution 1, la modification silane sur I'ADN reagit avec 
10 les groupements OH de Si0 2 et I'ADN est charge negativement en solution. 

Les solutions 1 et 2 donnent done des signaux de signes 

opposes. 

Une autre mise en oeuvre de procede sera maintenant decrite 
en liaison avec la figure 7. 

15 On mesure la difference de potentiel de surface AU SG 

correspondant a la mesure avant/apres depot. Pour determiner AU SG on 
mesure la caracteristique bidimensionnelle par exemple l D (U SGl U SD ) et on 
determine les caracteristiques intrinseques des 96 transistors en corrigeant 
numeriquement en fonction des resistances R c des lignes de drain en serie. 

20 La modification de I'etat de interface Si0 2 induit un changement de la 
caracteristique intrinseque qui correspond a un decalage AU SG a U SD et 
courant de drain l D constants. Ce decalage permet d'obtenir directement une 
mesure independante du point de travail du transistor, contrairement au 
changement de courant AI D presente dans la figure 6. La valeur AU SG permet 

25 en premiere approximation de quantifier le changement de Pinterface 
Si0 2 /Iiquide induit par le depot local. Selon une variante, on fait varier U SG de 
fagon a garder l D constant. 

Les figures 8A a 8C montrent des mesures differentielles 
realisees avant et apres depot de poly-L-lysine (figure 8A), realisees en 

30 fonction de la concentration en KCI (figure 8B), et realisees en fonction de la 
concentration en poly-L-lysine deposee. 

A la figure 8A, les variations AI D du courant de drain Id sont 
representees en ordonnee pour chacun des transistors 60 a 96 identifies en 
abscisse (U SG = 1 V, U SD = 0,9 V et electrolyte KCI a 0,1 mM). Les differences 

35 AI D entre deux mesures realisees avant un depot local mais separees par un 
ringage a I'eau sont representees par des cercles. Les differences Al D 
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correspondant a des mesures effectuees avant et apres un depot local de 
poly-L-lysine sont representees par des etoiles. Apres le depot local on laisse 
I'echantillon 15 minutes a temperature ambiante en milieu humide, avant de le 
secher a 50°C pendant 5 minutes. La dilution C 0 de la poly-L-lysine est de 
5 0,01 % poids/volume "WAT final (P8920, Sigma) dans un tampon PBS 0,1x a 
pH 7. 

A la figure 8B, les differences AU SG de la tension de source- 
grille U SG sont mesurees sur une partie des transistors d'un reseau de 62 
transistors FET avec U SD = 1 ,2 V et l D =50 pA. Les differences entre une 

10 mesure de reference (effectuee avant depot local et avec une concentration 
en KCI de 0,01 mM) et de deux series de mesures (effectues apres depot 
local de poly-L-lysine et avec differentes concentrations en KCI) sont 
representees par des cercles et des etoiles. Ici, un depot local de poly-L- 
lysine a ete effectue dans deux zones distinctes avec la meme dilution C Q que 

15 dans le cas de la figure 8A. Lors de chacune des deux series de mesure, on 
fait varier la concentration de KCI dans le tampon de mesure entre 0,01 mM 
et 100 mM, en passant par les valeurs 0,1 mM, 1 mM et 10 mM . Entre les 
deux series de mesure, on rince la surface a I'eau. On constate une 
sensibilite appreciable de la detection de la poly-L-lysine pour des 

20 concentrations de KCI entre 0,01 mM et 1 mM, et la hauteur des pics diminue 
progressivement au-dela de ces valeurs. 

La figure 8C montre les variations AU SG de la tension U SG en 
fonction de la concentration en polymere depose (poly-L-lysine), a savoir 2C 0 , 
C OJ Cq/2, Cq/4, Cq/8 dans un tampon 0,1 x PBS pH 7, C Q ayant la valeur 

25 indiquee pour les mesures de la figure 8A. Les conditions de mesure sont les 
suivantes : U SD = 1V, l D = 100 pA, et une concentration de 0,01 mM pour KCI. 
Ces mesures montrent qu'il n'y a pas avantage dans les conditions 
experimentales choisies d'augmenter la concentration au-dela de C Q . 

Les figures 9A a 9D montrent la detection electronique d'ADN. 

30 Les tensions U SG et les variations AU SG de la tension U SG correspondent a un 
point de fonctionnement U SD = 1V, l D = 100 pA, et a une concentration 0,01 
mM en KCI. Elles sont obtenues a partir de la caracteristique l D (U SG( U SD ) et 
sont reportees sur les courbes avec en abscisse le numero des transistors 
FET (1 a 96). 

35 Les etoiles represented la mesure avant traitement de surface 

initial a la soude tel qu'indiqu§ ci-dessus en liaison avec la figure 6. Les 



WO 03/062811 




PCT/FR02/04283 



11 



cercles represented la mesure apres incubation de poly-L-lysine sur tout le 
reseau. Pour permettre une immobilisation de I'ADN, on incube le reseau de 
transistors FET pendant 30 minutes dans une dilution de poly-L-lysine 
(concentration Co). Ensuite, sans effectuer de sechage prealable, on rince a 

5 I'eau et on seche ensuite a I'air. L'incubation conduit a des decalages de la 
tension U SG d'une valeur de 97 ± 50 mV (statistique sur 67 surfaces 
preparees) qui reduisent les variations entre transistors dans le signal 
electronique. Ces decalages sont compatibles a celles observees avec les 
valeurs mesurees en relation avec la figure 8C sur des depots locaux a la 

10 meme concentration. Les carres represented les mesures apres dep6t local 
d'oligonucleotides (5' Cy-5 modifies 20 mer, concentration 50 uM dans de 
I'eau desionisee) autour des transistors n° 30, 60 et 90. En niveau de gris et 
au dessus de la figure 9A, est representee I'image en microfluorescence des 
trois points d'ADN precites. 

is La figure 9B montre la detection electronique et par 

fluorescence d'oligonucleotides Cy5 modifies. Les points representes par des 
etoiles ont ete obtenus par difference AU SG entre deux mesures electroniques 
realisees avant et apres 4 depots locaux avec des concentrations differentes 
en ADN (Ref. = 0 uM, 5 uM 10 uM, 20 uM). lis montrent la variation AU SG de la 

20 tension U SG qui est observee dans les caracteristiques des transistors et qui 
est due aux depots locaux d'ADN. Les carres montrent I'intensite de la 
fluorescence mesuree sur les transistors FET seches, une fois la mesure 
electronique realisee avec I'electrolyte. On notera que la meme detection 
electronique est obtenue avec des oligonucleotides du meme type, mais non 

25 modifies. 

La figure 9C montre la detection d'ADN double-brin apres 
depot macroscopique de deux produits sur deux zones A et B des transistors 
FET. Avec une micropipette, on depose 0,15 pi preleves dans deux tubes A 
et B sur deux regions respectives du reseau de transistors a effet de champ 

30 FET. Le reseau a ete prealablement recouvert de poly-L-lysine pour 
immobiliser I'ADN et mesure pour servir de reference. La zone A (transistors 1 
a 20) de la figure 9C a ete recouverte de la solution du tube A et la zone B 
(transistors 50 a 90) de la solution du tube B en laissant subsister entre elles 
une region centrale (transistors 21 a 49) non recouverte. On incube pendant 

35 15 minutes sans secher, puis on rince a I'eau et on mesure ensuite les 
transistors du reseau. Les transistors 1 a 20 (zone A) ont ete incubes avec 
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une solution contenant des produits d'une reaction par polymerisation en 
chatne (PCR) obtenus dans le tube A selon la procedure decrite ci-apres. On 
constate dans cette zone un decalage vers le bas par rapport a la zone B 
(transistors 50 a 90) et par rapport a ladite zone non incubee entre A et B. En 
5 effet, la solution de reference mise en oeuvre dans la zone B a ete choisie 
pour ne pas produire de I'ADN double brin (tube B selon la procedure decrite 
ci-apres). 

A la figure 9D, dans la region MUT (transistors 1 a 35) sur 
laquelle a ete deposee une solution obtenue par amplification PCR dans des 
10 conditions decrites ci-apres, a partir d'ADN portant une mutation, on observe 
un decalage vers le bas de AU SG , alors que dans la region de reference WT, 
pour laquelle I'ADN de depart ne portant pas ia mutation, on n'observe pas un 
tel decalage. 

Pour ('experience de la figure 9C, la technique d'amplification 
15 PCR d'un fragment d'ADN a 1009 paires de bases met en oeuvre I'ADN du 
bacteriophage X digere par I'enzyme BstEll en utilisant deux amorces : 

5' - CCG CGA ACT GAC TCT CCG CC 
et 5' -CAG GCG GCA GGG CTG ACG TT . 

Le protocole PCR est conduit sur un thermocycleur du 

20 commerce : 

- initiation pendant 3 minutes a 94 °C 

30 cycles de denaturation / hybridation / extension de 30 
secondes a 94°C/30 secondes a 57°C / et 2 minutes a 72°C. 

Une etape finale de PCR est conduite pendant 3 minutes a 

25 72°C. 

Pour un volume de 50 microlitres, on utilise 10 nanogrammes 
de I'ADN X digere par Bst Ell, 20 picomoles pour chacune des amorces, et les 
quatre dNTP ont une concentration finale de 50 uM chaque. On met 0,5 
microlitres de polymerase TAQ (a 1U/ pi) de Roche Diagnostics dans le 
30 tampon standard de reaction PCR (fourni avec la polymerase TAQ). Ceci 
correspond a la preparation du tube A pour la zone A. Dans le tube de 
reference B (qui correspond a la zone B), on remplace un des quatre dNTP, a 
savoir le dTTP par du dCTP, de maniere a conserver la meme concentration 
totale en dNTP, ce qui inhibe la synthese du produit d'ADN double brin. 
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Les produits de la PCR sont, dans Tun et I'autre cas, purifies 
deux fois sur des colonnes "QIAQUICK" de la Societe QIAGEN et eluees 
avec un tampon de Tris-CI de pH 8,5 a une concentration de 10 mM. 

L'amplification PCR specifique de la mutation mise en ceuvre 

5 dans le cadre de I'experience correspondant a la figure 9D part d'un fragment 
du gene humain CX-26 (code d'acces M 86849, chromosome 13q11-12). Ce 
gene est amplifie a partir d'ADN genomique provenant d'un ou plusieurs 
patients. La technique de PCR met en ceuvre des conditions et des amorces 
de cyclage decrites dans les articles de F. DENOYELLE et collaborateurs 

10 utilises pour le premier "Prelingual Deafness : hight prevalence of a 30delG 
mutation in the connexin 26 gene" paru dans Human Molecular Genetics, 
1997, vol. 6, n° 12, p. 2173 a 2177 et pour le deuxieme "Clinical features of 
the prevalent form of childhood deafness, DFNB1, due to a connexin-26 gene 
defect : implications for genetic counselling" paru dans THE LANCET, vol. 

15 353, 17 Avril 1999, p. 1298 a 1303. On utilise une polymerase Pwo (de Roche 
Diagnostics) dans un tampon PCR avec MgS0 4 a 1,5 mM. Les amorces sont 
le GAP1F et CONNR (voir le deuxieme article precite de F. DENOYELLE, p. 
1299 colonne de droite avant dernier paragraphe) et les conditions 
experimentales sont celles du premier article precite du meme auteur (p. 

20 2177). On utilise une concentration finale de 0, 6 uM pour chacune des 
amorces et de 0,2 mM pour chacun des dNTP. 

Les produits de la PCR sont purifies sur des colonnes 
"QIAQUICK" de la Societe QIAGEN, et apres une dilution (de 10 000 fois) 
servent d'ADN de depart dans la reaction specifique de la mutation qui a lieu 

25 ensuite. 

L'amplification PCR est choisie pour permettre la detection de 
la mutation 35delG (ou 30delG) dans le gene CX26, gra.ce a des amorces 
specifiques de cette mutation. Les conditions de cycle et les sequences des 
amorces sont donnees dans I'article de G. LUCOTTE et collaborateurs intitule 
30 "PCR test for diagnosis of the common GJB2 (connexin 26) 35delG mutation 
on dried blood spots and determination of the carrier frequency in France" 
publie dans Molecular and Cellular Probes (2001) 15, p. 57 a 59. On utilise 20 
picomoles de chacun des oligonucleotides amorce pour un volume final de 
50 pi- 

35 Les deux amorces specifiques de la mutation (voir article de 

LUCOTTE precite, page 58, colonne de droite M primer et N primer) et une 
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amorce commune (C primer) sont utilisees pour synthetiser les produits de 
PCR de 197 paires de bases. On realise deux reactions PCR specifiques sur 
chaque echantillon d'ADN, la premiere de ces reactions est realisee avec la 
premiere amorce specifique et donne un produit si la mutation est presente 

5 dans I'ADN de depart. La deuxieme reaction est realisee avec la deuxieme 
amorce specifique et donne un produit si la mutation n'est pas presente dans 
I'ADN de depart. Ceci permet de determiner si un echantillon est normal, 
heterozygote ou homozygote vis-a-vis de cette mutation. 

Pour un volume de 50 ul de milieu reactif, dans un tampon 

10 PCR standard, on utilise un microlitre d'ADN provenant de la preampiification 
decrite ci-dessus, 30 picomoles de chacune des amorces, des dTNP a une 
teneur 100 uM et 1 microlitre de polymerase TAQ (1U/ pi) de Roche 
Diagnosis. Les produits de PCR sont purifies deux fois sur des colonnes 
"QIAQUICK" de la Societe QIAGEN, et eluees avec un tampon Tris-CI a 10 

15 mM de pH 8,5. Pour les tube WT et MUT, on a utilise la meme paire 
d'amorces : C-primer et M-primer. La seule difference est I'ADN de depart. 

Les figures 10A et 10B montrent un circuit integre presentant 
des transistors T arranges selon une ligne (ou plusieurs lignes). Deux canaux 
microfluidiques (par exemple paralleles) C, et C 2 d'un substrat 30 permettent 

20 de mettre un ou plusieurs transistors T a effet de champ en contact avec la 
solution qui circule dans un canal C, et/ou C 2 . Le materiau d'un substrat 30 
qui compporte les canaux microfluidiques (ou capillaires) peut etre un 
polymere PDMS (polydimethylsiloxane) ou autre, un verre, du silicium, etc... 

II est ainsi possible de realiser des mesures differentielles a 

25 partir de deux solutions qui circulent dans les deux canaux C, et C 2 . II est 
Egalement possible de realiser sur un meme substrat 30 un grand nombre de 
tels micro-canaux fluidiques, le substrat dans lequel ils sont menages etant 
solidaris6 au substrat semi-conducteur dans lequel sont integres les 
transistors a effet de champ FET. II est egalement possible de mesurer une 

30 variation a I'interieur d'un canal donne. Cette variation peut etre au cours du 
temps. II est egalement possible d'injecter differentes solutions a un endroit 
donne dans un capillaire et le profil des concentrations reste inchange le long 
du canal, m§me loin du point d'injection. On se reportera a Particle de 
Paul J. A. KENIS et al., intitule "Microfabrication inside Capillaries Using 

35 Multiphase Laminar Flow Patterning" paru dans SCIENCE, vol. 285, 2 Juillet 
1999, p. 83-85 (notamment figure 1A). 
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Une technique d'analyse mettant en oeuvre la microfluidique 
est decrite dans Particle "Monolithic integrated microfluidic DNA amplification 
and capillary electrophoresis analysis system" de Eric T. LAGALLY et 
collaborateurs paru dans Sensors and Actuators B 63 (2000) p. 138-146. 
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REVENDICATIONS 

1. Procede de detection d'au moins un parametre 
representatif de molecules sondes fixees sur des zones actives d'un capteur, 
caracterise en ce que ledit capteur est constitu6 par un reseau de transistors 
a effet de champ (T^ T 2 ...)dont chacun presente une region de source (S), 
une region de drain (D), ainsi qu'une region de porte qui constitue une dite 
zone active (3) sur laquelle ledit parametre representatif doit §tre detecte et 
en ce qu'il comporte les etapes suivantes : 

a) mettre en contact certaines desdites zones (3) avec des 
molecules sondes pour realiser leur fixation, 

b) baigner dans une solution d'electrolyte (6) au moins ces 
zones qui ont ete mises en contact avec des molecules sondes, 

c) mesurer au moins un point de la caracteristique courant de 
drain/tension source-porte/tension source-drain d'au moins deux des 
transistors d'un premier groupe correspondent a des zones (3) mises en 
contact avec des molecules sondes pour en deduire au moins un dit 
parametre representatif par comparaison entre au moins deux dites mesures 
obtenues pour deux differentes zones. 

2. Procede selon la revendication 1, caracterise en ce que 
ladite mesure d'au moins un point de la caracteristique met en oeuvre 
I'application d'une tension donnee (U DS ) entre le drain et la source d'au moins 
lesdits deux transistors du premier groupe ainsi que I'application dans un 
premier cas d'une tension donnee (U GS ) entre la porte et la source de ces 
transistors du premier groupe ou, dans un deuxieme cas d'un courant de 
drain (l D )donne a ces transistors du premier groupe, 

3. Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il presente entre a et b une etape de rincage. 

4. Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce qu'il comporte apres a) et avant b) les etapes suivantes : 

a1) rincage 

a2) ajout d'une solution contenant des molecules cibles 
susceptibles d'interagir specifiquement avec les molecules sondes. 

5. Procede selon une des revendications 1 a 6, caracterise en 
ce qu'il comporte apres c, les etapes suivantes : 
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d) ajout d'une solution d'electrolyte (6) contenant des 
molecules cibles susceptibles d'interagir specifiquement avec les molecules 
sondes. 

e) mesurer au moins un point de la caracteristique courant de 
drain/tension, source-porte / tension source-drain d'au moins deux des 
transistors d'un deuxieme groupe correspondant a des zones (3) mises en 
contact avec des molecules sondes et avec des molecules cibles pour obtenir 
par comparaison au moins un dit parametre representatif. 

. 6. Procede selon la revendication 5, caracterise en ce que, au 
point e, la mesure d'au moins un point de la caracteristique met en ceuvre 
I'application d'une tension donnee (U DS ) entre le drain et la source des 
transistors d'au moins lesdits deux transistors du deuxieme groupe, et 
I'application dans un premier cas d'une tension donnee (U GS ) entre la porte et 
la source de ces transistors du deuxieme groupe ou dans un deuxieme cas 
d'un courant de drain (l D ) donne a ces transistors du deuxieme groupe, 

7. Procede selon une des revendications 5 ou 6, caracterise 
en ce qu'il met en ceuvre une pluralite de dites mesures d'au moins un point 
de la caracteristique, qui sont espacees au cours du temps. 

8. Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ladite comparaison est realisee par mesure 
differentielle. 

9. Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que la comparaison est realisee entre des mesures 
effectuees sur au moins deux transistors correspondant a des zones (3) qui 
sont baignees par une solution d'electrolyte (6) apres avoir ete mises en 
contact avec des molecules sondes. 

10. Procede selon une des revendications 1 a 8, caracterise 
en ce que la comparaison est realisee entre des mesures effectuees sur au 
moins un transistor correspondant a une zone (3) qui est baignee par une 
solution d'electrolyte (6) apres avoir ete mise en contact avec des molecules 
sondes en vue de leur fixation et sur au moins un transistor correspondant a 
une zone qui est baignee par ladite solution d'electrolyte (6) sans avoir ete 
mise en contact avec des molecules sondes. 

11. Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que ledit parametre representatif est une detection de la 
fixation de molecules sondes sur une dite zone (3). 
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12. Procede selon une des revendications precedentes, 
caracterise en ce que les molecules sondes sont des molecules d'ADN, 
d'ARN ou de proteines. 

13. Procede selon la revendication 12, caracterise en ce que 
5 les molecules sondes sont des molecules d'ADN et en ce que les transistors 

a effet de champ sont de type a canal n a appauvrissement, avec une 
polarisation de porte negative. 

14. Procede selon une des revendications 12 ou 13, 
caracterise en ce qu'il met en oeuvre une detection par comparaison entre 

10 deux zones comprenant chacune au moins un dit transistor a effet de champ, 
la premiere zone etant baignee par une solution obtenue a partir d'une 
reaction enzymologique (par exemple amplification PGR) donnant un produit 
detectable specifique de la presence ou de I'absence d'une mutation dans un 
premier echantillon d'ADN et la deuxieme zone etant baignee par une solution 

15 obtenue a partir d'une reaction enzymologique (par exemple amplification 
PCR) donnant un produit d'ADN specifique de la presence ou de I'absence 
d'une mutation dans un deuxieme echantillon d'ADN. 

15. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que 
le premier et le deuxieme echantillons d'ADN proviennent de deux patients et 

20 en ce que la reaction enzymologique est la meme pour les deux echantillons. 

16. Procede selon la revendication 14, caracterise en ce que 
le premier et le deuxieme echantillons d'ADN sont identiques et proviennent 
du meme patient et en ce que la reaction enzymologique dans la premiere 
zone est realisee dans des conditions experimentales produisant un produit 

25 d'ADN en I'absence de mutation dans le premier echantillon et en ce que la 
reaction enzymologique dans la deuxieme zone est realisee dans des 
conditions experimentales produisant un produit d'ADN en presence d'une 
mutation dans le deuxieme echantillon. 

17. Procede selon une des revendications precedentes, 
30 caracterise en ce qu'il comporte la circulation a travers au moins un 

microcanal fluidique d'une solution pour la mettre en contact avec au moins 
un dit transistor a effet de champ (T^ T 2 , ...). 
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